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中間体は Heyns 生成物とよばれ、グルコースによる糖化反応 (Glucation) の結果生じる Amadori 生成物とは構造的
に異なる。こうした前期反応生成物から蛍光性の後期反応生成物 (AGE) が生じる。
今回、糖尿病性合併症に関わるポリオール代謝とグリケーションの二つの仮説の相互関係を明らかにする目的で、
Heyns 生成物に特異的な抗体の作製を行った。さらに、ストレプトゾトシン誘発糖尿病ラットでの Heyns 生成物の検
出を行い、 in vivo でフルクトースによるグリケーションが実際に起こり、糖尿病で充進していることを確認した。
【方法】
フルクトースと Nα-t-Boc-L -Lysine をメタノール中650Cで反応させて、前期生成物である Fructated Na-t-Bocｭ
Lysine を作製した。 TLC プレート上で反応の進行を確認後、陽イオン交換クロマトグラブイーで未反応物を除去した
標品について、 NMR による構造解析を行った。 Boc を除去した後、 Fructated Lysine (FL) をグルタールアルデヒ
ドを用いて Ovalbumin に結合させ、これを抗原として兎のリンパ節免疫を行った。その血清より IgG 画分を得て、さ
らに抗原アフィニティーカラムを通して、抗 Fructated Lysine (FL) 抗体を精製した。
得られた抗体の特異性をイムノプロットならびに ELISA により検討した。また本抗体に加えて、これまでに開発し







作製した Fructated Nαt-Boc-Lysine の MALDI-TOFjMS による質量分析の結果から、フルクトースが付加され
ていることを確認した。作成した抗体を用いて行った Fructated BSA に対する競合 ELISA では、フルクトース、グ
ルコース、リジン、 G1ucated リジンは阻害せず、 Fructated リジンのみが阻害作用を示した。各種還元糖とインキュ
ベートした BSA を ELISA とウエスタンプロッティング法で検討した結果、本抗体は、フルクトースとインキュベー
トしたタンパク質のみを認識していることが明らかになった。
BSA に 1-----100mM のブルクトースを加えて370Cで 8 日間インキュベートし Fructation の進行についてを検討し
たところ、 15mM から糖化が認められ、 50mM 以上で強い糖化反応が検出された。また、抗 FL 抗体と抗 HL 抗体を
用いて100mM のフルクトースならびにグルコースによるグリケーションを比較したところ、初期反応生成物はいず
























へインズ生成物に特異的な抗体の作製を行った。抗原 N ?-fructa ted -1 ysine は、 Nαt-Boc-1ysine とフルクトースを
反応させた後トリプルオロ酢酸による加水分解で Boc 基を除いて作製し、 NMR および MALDI-TOF-MS により同
定した。この抗原をグルタールアルデヒド存在下で Ovalbumin に結合させてウサギにリンパ節免疫をした。抗血清を





ラット水晶体でのへインズ生成物の検出を行った結果、 in vivo でフルクテーションが実際に起こり、糖尿病で充進し
ていることを確認した。
本研究は、抗原の構造とエピトープの明確なヘインズ生成物の特異抗体を作製したものであり、タンパクのフルク
テーションを検出できる初のポリクローナル抗体の開発に成功したものである。グルコースばかりではなく、フルク
トースによるグリケーションも白内障の発症に関わっている可能性が示唆され、グリケーションとポリオール代謝説
の二つの仮説の相互関係を明らかにした意義は非常に大きく、学位に値するものと考える。
